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Abstract of EP0406685 

Polysaccharides which have a certain degree of sulphation and are further substituted by a group of the 
formula -X-B-Y, where this substituent has the stated meanings, are suitable for the prophylaxis and 
--treatment of viral diseases, especially of diseases caused by HIV. 
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© Substftuierte Polysaccharide, Verfahren zu deren Kerstellung sowie deren Verwendung zur 
Prophylaxe und Behandiung von Viruserkrankungen. 

© Polysaccharide, die zu einem gewissen Grad suifatiert sind und weiterhin substituiert sind mit einer Gruppe 
der Formel -X-B-Y, wobei dieser Substituent die genannten Bedeutungen hat. eignen sich zur Prophylaxe und 
Behandiung von Viruserkrankungen, insbesondere von Erkrankungen, die durch das HIV hervorgerufen sind. 
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SUBSTITUIERTE POLYSACCHARIDE, VERFAHREN ZU DEREN HERSTELLUNG SOWIE DEREN VERWEN- 

DUNG ZUR PROPHYLAXE UND BEHANDLUNG VON VIRUSERKRANKUNGEN 



Die voriiegende Erfindung betrifft substituierte Polysaccharide. Verfahren zu deren Herstellung sowie 
deren Verwendung zur Prophylaxe und Behandlung von Viruserkrankungen. Es ist bereits bekannt, dafl sich 
sulfatierte Polysaccharide zur Behandlung von Viruserkrankungen eignen (vgl. z.B. WO 88/05 301. EP 
0240098). Obwohl diese Verbindungen eine Wirksamkeit aufweisen, sind sie z.B. mit dem Nachteil behaftet, 
dafl sie die Blutgerinnung beeinfiussen ( vgl. z.B. Ryde et al. in Thrombosis Research 23 (1981) 435-445). 
In der Absicht. bessere Verbindungen zur Behandlung von Viruserkrankungen zu erhalten, wurde nun 
Qberraschenderweise gefunden. dafl Polysaccharide, deren OH-Gruppen nur teiiweise sulfatiert sind und ein 
weiterer Teil der OH-Gruppen verethert oder verestert ist, eine groBere Wirksamkeit gegen Viren aufweisen 
ais nur sulfatierte polysaccharide und gleichzeitig die Blutgerinnung weniger beeinfiussen. Bnige der 
erfindungsgemaB verwendbaren Verbindungen sind bereits aus der japanischen Patentanmeldung Sho-46- 
36277 bekannt, in der aflerdings nur ihre Wirksamkeit fur vollig andere Applikationen beschrieben wird. Die 
Wirksamkeit der genannten Verbindungen gegen Viren war angesichts der bereits bekannten Wirkungen 
der Verbindungen - wie z.B. Erweiterung der peripharen Gefa/te und Verbesserung des Blutkreislaufs - 
nicht zu erwarten. 

Die beschriebene Wirksamkeit der erfindungsgemaflen Verbindungen ist auch uberraschend, weil z.B. 
verschiedenartigste neutrale Polysaccharide wie Xylofuran. Ribofuran sowie verschiedene Dextrane keinerlei 
Anti-HlV-Wirksamkeit zeigen (H. Nakashima et a!., Jap. J. Cancer ResVGaun 78 (11), 1164-68, 1987) und 
weil viele von deren kationischen und neutralen Derivaten in gleicher Weise unwirksam sind (P. Ebbesen, 
Brit. J. Cancer, 30 (1), 68-72, 1974). 

Daruber hinaus ist das Auffinden von pharmazeutisch wirksamen polymeren Verbindungen besonders 
schwierig, weil die pharmazeutische Wirksamkeit von niedermolekularen Verbindungen in keiner Weise 
Ruckschlusse uber die pharmazeutische Wirksamkeit von Polymeren zulaBt. So ist z.B. bekannt, dafl einige 
niedermolekulare Wirkstoffe hinsichtlich ihrer Zellmembrangangigkeit durch Enfbhrung lipophiler Gruppen 
verandert werden. wohingegen bei hochmolekularen Substanzen eine derartige Veranderung bei Bnfuhrung 
lipophiler Gruppen nicht auftritt (Advanced Drug Delivery Reviews 1, 1987, 235-248, Elsevier). 

Erfindungsgegenstand sind demzufolge substituierte Polysaccharide, die linear oder verzweigt sein 
konnen, bestehend aus einhertfichen oder unterschiedlichen natiirlichen oder synthetischen Monomeren, die 
pro Monomereinheit auch eine substituierte oder unsubstituierte Aminogruppe enthatten konnen und deren 
OH-Gruppen durchschnittiich zwischen 5 und 80 % substituiert sind mit einer Gruppe der Formel -X-B-Y, 
wobei 

■ 

X eine Oxygruppe oder eine Gruppe der Formel I bedeutet 



deren Kohlenstoffatom an B gebunden ist, 

B einen nicht-aromatischen Kohlenwasserstoffrest mrt 2 bis 30 OAtomen bedeutet, in dessen Alkyikette bis 
zu 3 Methyleneinheiten durch Oxygruppen ersetzt sein konnen, in der bis zu drei OC-Doppelbindungen 
voriiegen konnen und der substituiert sein kann mit bis zu drei Ci-C4-Alkylresten und 

Y - falls X eine Oxygruppe ist - Wasserstoff, COOR oder OSO3R 1 , sein kann, -worin R ein physiologisch 
vertragliches ein- oder zweiwertiges Kation ist, oder einen Kohlenwasserstoffrest mit bis zu 20 OAtomen 
oder einen Mono- oder Bisetherrest mit 3 bis 10 C-Atomen darstellt, 

R 1 ein physiologisch vertragliches Kation darstelft, oder 

Y - falls X ein Rest der Formel I ist - Wasserstoff oder COOR darstellt worin R die obengenannten 
Bedeutungen hat 

und wobei die OH-Gruppen der obengenannten Polysaccharide zwischen 10 und 95 % substituiert sind mit 
einer Gruppe der Formel OSOaM wobei M ein physiologisch vertragliches Kation darstellt und zwischen 0 
und 40 % der OH-Gruppen unsubstituiert sind mit der Ausnahme der Palmitinsaureester von Chondroitin- 
sulfat und Laurinsaureester von Dextransuifat, die bereits in der obengenannten japanischen Schrift Sho-46- 
36277 genannt sind. 

Bevorzugt sind substituierte Polysaccharide, die ein Polysaccharidgerust besrtzen, das aus einhettlichen 




(i) 
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Oder verschiedenen Monomereinhe'rten, ausgewahlt aus der folgenden Gruppe von Verbindungen aufgebaut 
ist bzw aus folgenden Verbindungen besteht: Xylose, Arabinose. Rhamnose. Fucose. Glucose, Mannose, 
Galactose, Fructose, Glucosamin, Galactosamin. Mannosamin, Glucuronsaure, Galacturonsaure. Mannuron- 
saure. Carragenane, Fucoidan, Laminaran, Alginat, Lentinan, Pluran. Xylan, Dextran. Heparin, Keratansulfat, 
Chondroitin-4- und -6-sulfat, Dermatansulfat. Heparinsulfat, Hyaluronsaure. Teichuronsaure sowie Teilhydro- 
lysate von Starke, Cellulose. Glycogen, Chitin Oder PektJn. Die genannten Verbindungen konnen sowohl 
synthetischer als auch naturiicher, d.h. insbesondere pflanzlicher oder mikrobieller Herkunft sem. 

Die Verbindungen. die bereits in der Natur in sulfatierter Form auftreten. konnen sowohl mit ihrem 
natOrlichen Sulfatgehalt als auch nach zusatzlicher Sulfatierung verwendet werden. Besonders bevorzugte 

Polysaccharide sind Xylan und Dextran. 

Die OH-Gruppen der erfindungsgemaflen Polysaccharide sind vorzugsweise zu 5 bis 80 %, besonders 
bevorzugt zu 5 bis 50 % und insbesondere zu 10 bis 40 % substituiert mit einer Gruppe der Formel -X-B-Y 
und weiterhin vorzugsweise zu 10 bis 95 %. besonders bevorzugt zu 45 bis 95 % und insbesondere zu 50 
bis 90 % substituiert mit einer Gruppe der Formel OS0 3 M, wobei vorzugsweise zwischen 0 und 40 %, 
besonders bevorzugt zwischen 0 und 20 % und insbesondere zwischen 0 und 10 % der OH-Gruppen 

unsubstituiert sind. . . 

Bevorzugte Reste B weisen 2 bis 20 C-Atome auf, haben eine oder keine Doppelbindung und sind nicht 

oder einfach substituiert mit einer Ci-C*-Alkylgruppe. 

Sofern X eine Oxygruppe ist, ist Y vorzugsweise H. COOR. OSO,R\ wobei R e.n Alkalikator^ 
insbesondere Kalium oder Natrium oder eine verzweigte oder unverzweigte Ci-C 8 -Alkylgruppe ist R ist 
vorzugsweise ein Alkalikation, insbesondere Natrium. 

Falls X ein Rest der Formel I ist, bedeutet Y vorzugsweise H Oder einen Rest der Formel COOR, wobei 
R ein Alkalikation, vorzugsweise Natrium oder Kalium, eine verzweigte oder unverzweigte Ci -C 8 -Alkylgrup- 
pe oder ein Mono- oder Bisetherrest mit 6 bis 9 C-Atomen ist. 

Beispielhafte Reste der Formel -X-B-Y sind Ethyloxy, Propyloxy, Isopropyloxy. Butyloxy. Hexyloxy. 
Octyloxy. Decyloxy, Dodecyloxy. Propionyloxy, Butyryloxy. Valeryloxy. Hexanoyloxy. Octanoyloxy. Deca- 
noyloxy. Dodecanoyloxy. Palmitoyloxy, Stearoyloxy. 2-Methylbutyryloxy, 9-Octadecenoyloxy. Unoloyloxy, 
Linolenoyloxy. Cholesteryloxy. Hydroxyoxalyloxy. Hydroxymalonyloxy. Hydroxysuccinyloxy. Hydroxyglutary- 
loxy Hydroxyadipoyloxy. Crotonoyloxy. Mesaconoyloxy bzw. die Ester der genannten Dicarbonsauredenva- 
te mit unverzweigten Ci-C 8 -Alkoholen oder [(l,3-Diisopropoxy)-propyl-2-oxycarbonyl]-propanoyloxy. 

Besondere Bedeutung besitzen die Dodecanoyloxy- und die Stearoyloxyreste. insbesondere an einem 

Xylan-Polysaccharidgerust 

Die erfindungsgemaflen substituierten Polysaccharide konnen ein mittleres Molekulargewicht aufweisen. 
das einen weiten Bereich Uberstreicht. Vorzugsweise haben die substituierten Polysacchande ein mittleres 
Molekulargewicht von bis zu 100 kD. besonders bevorzugt von bis zu 40 kD. insbesondere zwischen 1 und 
22 kD. Eine besondere Bedeutung haben erfindungsgemafle substituierte Polysacchande. deren Po'ysac- 
charidgerust aus Xylan oder Dextran besteht und die ein mittleres Molekulargewicht von 1 bis 22 kD 
fiufwGi s 6 n 

Weiterhin gehort zu der vorliegenden Erfindung ein Verfahren zur Hersteliung von substituierten 
Polysacchariden, in denen X eine Oxygruppe ist und das dadurch gekennzeichnet ist. dafl die Polysacchan- 
de unter basischer Katalyse mit einem Alkylhalogenid oder einem «-Halogencarbonsauresalz parted 
verethert und anschlieflend direkt oder nach Alkoxylierung ganz oder teilweise sulfatiert werden. Bei diesem 
Verfahren findet die Alkyfierung z.B. mit einem Alkylhalogenid bzw. ^Halogencarbonsauresalz in einem 
wasserfreien Losungsmittel wie z.B. DMF, Dioxan, DMSO etc. statt, wobei als basischer Katalysator z.B. e.n 
Alkalihydroxid herangezogen werden kann. Als Alkylhalogenide eignen sich insbesondere die Alkylbrom|de 
und -jodide. Bne besonders bevorzugte Variante dieses Verfahrens ist in der allgemeinen Arbeitsvorschnft I 
bsschrisbsn 

Weiterhin gehort zu der vorliegenden Erfindung ein Verfahren zur Hersteliung der substituierten 
Polysaccharide, in denen X eine Gruppe der Formel I ist und das dadurch gekennzeichnet ist. dafl die 
Polysaccharide mit einer Mono-oder Dicarbonsaure oder mit einem Dicarbonsauremonoester partell acyliert 
werden und die verbleibenden OH-Gruppen der Polysaccharide ganz oder teilweise sulfatiert werden. Zur 
Acylierung konnen unterschiedliche Methoden benutzt werden (vgl. z.B. Organikum, VEB. Veriag der 
Wissenschaften, Berlin 1977, Kapitel 7 oder Houben-Weyl. Bd. 8. S. 503. Georg-Thieme-Veriag Stuttgart 
(1952)). 

Bn bevorzugtes Verfahren besteht darin. dafl man eine Losung der in das Polysaccharid einzufOhren- 
den Carbonsaure bzw. deren Derivat in einem organischen Losungsmittel. wie z.B. wasserfreiem DMF oder 
DMSO bei einer Temperatur von ca. 20 bis 60* C mrt einer aquimolaren Menge N.N -Carbonyldnmidazol 
umsetzt und mit dem gebildeten Acylimidazol das jeweilige Polysaccharid acyliert. was bei ca. 20 bis 60 C 
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durch Zufilgen des jeweiligen Polysaccharids in den bereits genannten Losungsmitteln geschehen kann. 
Der Acylierungsgrad wird dabei bestimmt von dem Mengenverhaltnis des Acylimidazols zu dem jewe.hgen 
Polysaccharid. Bn bevorzugtes Verfahren zur Acylierung der Polysaccharide ist in der allgemeinen 

Arbeitsvorschrift II beschrieben. 

Die Sulfatierung der substituierten Polysaccharide kann auf unterschiedliche Weise geschehen (vgl. z.B. 
Whistler et al. in Carbohydr. Chem. 2. 298 (1963). US 2 715 091 Oder CH 293 566). En bevorzugtes 
Verfahren besteht darin, daB man das zu sulfatierende Polysaccharid in einem organischen Losungsmittel. 
vorzugsweise DMF aufnimmt und anschlieBend mit kornplexiertem Schwefeltrioxid. vorzugswe.se komple- 
xiert mit Pyridin. bei einer Temperatur von ca 30 bis 60 C versetzt. ErfahrungsgemaB sind zur Sulfatierung 
einer OH-Gruppe ca. 1,5 bis 3 Aquivalente an Schwefeltrioxid-Komplex notig. Nach erfolgter Sulfatierung 
kann das Reaktionsprodukt in Wassec aufgenommen. vorzugsweise mit NaOH neutralisiert werden und 
anschlieBend nach bekannten Methoden aufgearbeitet werden. Ein besonders bevorzugtes Verfahren zur 
Sulfatierung der erfindungsgemaBen Polysaccharide ist in der allgemeinen Arbeitsvorschr.fi III beschneben. 

Polysaccharide, in denen eine Aminofunktion vorhanden ist, sollten vor der Sulfatierung m.t e.ner 
Schutzgruppe versehen werden. die nach erfolgter Reaktion wieder abgespalten werden kann. Gee.gnete 
Schutzgruppen sind z.B..von E.WUnsch in Houben-Weyl. Bd. 15, l/ll. Georg Thieme Verlag Stuttgart (1974) 

beschrieben. _ , . . 

Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin die Verwendung von substituierten Polysacchanden zur 
Bekampfung von Krankheiten, die durch Viren hervorgerufen werden. Die substituierten Polysacchande sind 
wirksam gegen eine Reihe von humanpathogenen Viren. wie z.B. Herpesviren; besondere Bedeutung 
besitzt jedoch ihre Wirksamkeit gegen Retroviren. insbesondere gegen das HIV. Zur Bekampfung d.h. zur 
Behandlung bzw. Prophylaxe von Erkrankungen. die durch Wen - insbesondere durch Retroviren - 
verursacht werden, konnen die erfindungsgemaBen Verbindungen auf unterschiedliche We.se verabre.cht 
werden. Zum Beispiel konnen sie intravenos, intramuskular. intraperitoneal, subkutan. als Dauertropfinfu- 
25 sion rektal oder oral verabreicht werden. Bei akuten Krankheitszustanden ist die Verabreichung als 
Dauertropfinfusion vorzuziehen. Zur Dauermedikation ist z.B. die orale Verabreichung angeze.gt. 

Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung Arzneimittel. die durch einen Gehalt an erfindungsgemaBen 
substituierten Polysacchanden gekennzeichnet sind. Die Herstellung der erfindungsgemaBen Arzneimrttel 
erfolot indem mlndestens ein substituiertes Polysaccharid gegebenenfalls mit weiteren Hilfs- und/oder 
,o Tragerstoffen in eine geeignete Darreichungsform gebracht wird. Die Hilfs- und Tragerstoffe stammen aus 
der Gruppe der Tragenmittel, Konservierungsstoffe und anderer ublicher Hilfsstoffe. 

Zum Beispiel konnen fOr orale Darreichungsformen Hilfsstoffe wie S^rken. z.B. Kartoffel-, Ma,s- oder 
Weizenstarke. Cellulose bzw. deren Derivate. insbesondere mikrokristalline Cellulose. Siliziumd.oxid. ver- 
schiedene Zucker wie Milchzucker. Magnesiumcarbonat und/oder Calciumphosphate verwendet werden. 
35 Weiterhin ist es vorteilhaft. den oralen Darreichungsformen Hilfsstoffe zuzusetzen. die die Vertrag .chke.t der 
Medikamente verbessern, wie z.B. Schieimbildner und Harze. Zwecks besserer Vertraglichke.t konnen d.e 
Medikamente auch in Form von magensaftunloslichen Kapseln verabreicht werden. Daruber h.naus kann es 
vorteilhaft sein, der Daneichungsform, bzw. einer Komponente des Kombinationspraparates, ein Reterdie- 
rungsmittel zuzusetzen. gegebenenfalls in Form von permeablen Membranen. wie z.B. solche auf Cellulose-. 
40 oder Polyslyrolharzbasis oder lonenaustauscher. 

Die anzuwendende Dosierung der erfindungsgemaBen Arzneirnrttel ist abhangig von versch.edenen 
Faktoren wie Darreichungsform des Medikamentes und Zustand. Gewicht und Art der Erkrankung des 
Palienten. Eine Tagesdosis von ca. 5000 nig eines substituierten Polysaccharids sollte jedoch nur kurzzertg 
uberschritten werden. Bevorzugt sind ca. 10 bis 2500 mg substituiertes Polysaccharid als Tagesdosis fur 
45 einen Menschen von ca. 70 kg Kdrpergewicht Die Verabreichung der Tagesdosis der substrtuierten 
Polysaccharide kann in Form einer einzelnen Verabreichung oder in mehreren kleinen Dosen erfolgen. 
Bevorzugt ist die Verabreichung in 3 bis 8 Dosen pro Tag. In manchen Fallen kann eine kontnu.erl.che 
ZufOhrung der substituierten Polysaccharide z.B. in Form einer Dauertropfinfusion angezeigt sein. 

Die antiviralen Bgenschaften der erfindungsgemaBen substituierten Polysaccharide in vitro und in vivo 
50 werden in folgenden Versuchen nachgewiesen: 

1. Wirksamkeit gegen HIV, Priifung in der Zellkultur 
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Methodenbeschreibung: 
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Medium RMPI pH 6,8 

Komplettes Medium enthalt zusatzlich 20 % foetales Kalberserum und 20 lU/ml rekombinantes 
interleukin 2. 



Zellen 

Aus frischem Spenderblut mittels (R) Hcx>ll-Gradientenzentrifugation isolierte Lymphozyten warden unter 
Zusatz von 2 ug/m! Phytohamagglutinin (Wellcome) in komplettem Medium 36 Stunden bei 37 *C unter 5 
% CO2 kultiviert. Die Zellen werden nach Zusatz von 10 % DMSO bei einer Zelldichte von 5 x 10 5 
eingefroren und in flussigem Stickstoff gelagert. Fur den Versuch werden die Zellen aufgetaut, in RMPI- 
Medium gewaschen und in komplettem Medium 3-4 Tage kultiviert. 



Ansatz 



Die Prufpraparate werden in komplettem Medium gelost, Ciblicherweise in einer Konzentration von 1,2 
mg/ml. In 24er Multiwell-Schalen werden jeweils 0,5 ml komplettes Medium gegeben. Nach Zusatz von 0,1 
20 ml des gelosten Praparates wird durch Qbertragung von jeweils 0,1 ml das Praparat in einer geometrischen 
Verdunnungsreihe, Faktor 5, verdunnt. Zu alien Ansatzen werden 0,4 ml einer Suspension mit 5 x 10 5 
Lymphozyten pro ml gegeben. 

Die Ansatze werden mit 0,1 ml eines Uberstandes von HIV I (D 34, Georg Speyer Haus, Frankfurt/Main) 
oder HIV II (ROD) infizierten Lymphozyten versetzt, der so eingestellt ist, daB im Ansatz der cytopathogene 
25 Effekt nach 3 bis 4 Tagen erkennbar ist. Die Multiplizitat der infektosen Einheit betragt hierbei 0,01 - 0,02. 
Der Versuchsansatz enthalt damit folgende Komponenten in komplettem Medium: 



30 



0,5 ml 
0,4 ml 
0,1 ml 



1,0 ml 



Praparat 200 ug/ml bis 1,6 ug/ml 
Zellen ca. 1 x 10 6 /ml 

HIV (1:20 - 1:50 verdunnter Zellkulturuberstand von HIV-infizierten Lymphozyten) 



35 



Die Versuchsansatze enthalten auBerdem praparatfreie Infektionskontrollen bzw. Standardpraparate, z.B. 3 - 
Azido-3'-deoxythymidin 0,2 ug/ml oder Pentosanpolysulfat 25 M-g/ml. 



40 



45 



50 



Auswertung 

Die Auswertung erfolgt durch mikroskopische Betrachtung der Ansatze am 4. Tag nach Infektion. 
Anhand der virusbedingten Syncytienbildung wird die Virusvermehrung und die minimale Hemmkonzentra- 
tion (MHK) bestimmt. Die Ergebnisse dieses Tests zeigt Tabelle 1. 
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Tabelle 1 



Aktivltat gegen HIV-I in der 


Lymphozytenkultur 




Praparat 


MHK 




(u.g/ml) 


Verbindung nach Beispiel 1 


4 


2 


4 


3 


20 


A 
*r 


on 


5 


20 


21 


20 


22 


<0.8 


23 


4 


24 


20 




< 0.8 


Vergleich: Dextransulfat 




aus Dextran 10.000 D 


50 


Xyiansulfat 


20 



25 



Tabelle 2 



30 



35 



40 



Aktivitat gegen HIV-II (ROD) in der 


Lymphozytenkultur 




Praparat 


MHK 




(tig/ml) 


Verbindung nach Beispiel 6 


25 


7 


25 


10 


25 


11 


25 


12 


50 


Vergleich: Dextransulfat 




aus Dextran 1.000 D 


75 


aus Dextran 5.000 D 


50 


aus Dextran 10.000 D 


100 



45 



Reverse Transkriptase Hemmtest mit rekombinanter HIV-RT 



so Der Test wird in 96-Napf-Mikrotrterpiatten durchgefuhrt En 100 ul Ansatz enthalt 100 mM Tris-HCI, pH 
8,0, 80 mM KCI, 10 mM MgCb, 5 mM Drthiothrertoi, 10 u\ pHJdTTP (Desoxythymidintiiphosphat) (121 
Ci/mmol, 1.0 mCi/mO, 1,5 ug poly(rA)oligo(dT) 12-18 (Deutsche Pharmacia GmbH, Freiburg BRD) und 10 til 
HIV-RT (1 :200 verdunrrt, DEABPC/Aga^Fraktion) {Hansen, J., Schulze, T., Moiling, K.: RNase H activity 
associated with bacterial expressed reverse transcriptase of Human T-cell Lymphotropic Virus 

55 lll/Lymphadenopathy-associated Virus. J. Biol. Chem., 262, 12393 - 12396 (1987)). 

Nach 90 Min. Inkubation bei 41° C wird die markierte Nukleinsaure durch Einfrieren (-80 # C) und 
Wiederauftauen in Gegenwart von 50 ul 10 % TCA (Trichloressigsaure) und 50 ul Na-Pyrophosphat gefallt. 
Nach Aufsaugen des Ansatzes auf (R> Whatman GF/C-Rlter wird mrt je ca. 2 ml 10 % TCA/10 mM Na- 
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Pyrophosphat (1:1), dann mit 10* mM Na-Pyrophosphat, mit H 2 0 und mit 70 % Ethanol gewaschen und 
anschlie/tend die gebundene Radioaktivitat nach Trocknen des Filters bei 120*C bestimmt. 

In die DNA eingebaute 3 H cpm in Abwesenheit des Inhibitors werden als 100 % definiert. Dies 
entspricht einem Bnbau von 80.000 bis 200.000 cpm pro Reaktion. Im Test werden unterschiedliche 
5 Konzentrationen eines Hemmstoffs untersucht Angegeben werden die Endkonzentrationen im Ansatz in 
fig/ml. 

Tabeiie 3 



10 


HiV-Reverse Transkriptase Hemmtest 




Praparat 


IC 50 






(ug/ml) 




Verbindung nach Beispiel 9 


0.159 


15 


13 


0,041 




Vergleich: Xylansulfat 


0,497 



20 

Antivirale Aktivitat gegen Herpes in der Zellkuitur 

Die Prufsubstanzen werden in Zelikulturmedium (Duibecco's MEM) gelost und in einer geometrischaa* 
25 Verdunnungsreihe, Faktor 3, in Standard-Mikrotiterplatten in 100 u\ Zelikulturmedium vorgelegt. Anschlie- 
/tend erfolgt die Zugabe von 100 ul einer Suspension von Hela- bzw. Vero-Zellen in Medium mit 5 % 
foetalem Kalberserum in einer Zelldichte von 2 x 10 s Zellen/ml. Die Ansatze werden mit 50 it! einer 
Suspension des jeweiligen Test-Virus infiziert, die so eingestellt ist, daB die Zellen innerhalb von 72 
Stunden einen cytopathogenen Effekt (CPE) zeigen. Die Auswertung erfolgt durch mikroskopische Begut- 
30 achtung des Zellrasens und photometrische Messung der Neutralrotaufnahme (Farbtest nach Rlter). Als 
MHK wird die Konzentration des Praparats angenommen (ng/ml), bei der etwa 50 % der Zellen die 
Infektion uberleben. 

Tabelle 4 

35 



Wirkung gegen Herpes 


Praparat 


MHK 




(ug/ml) 


Verbindung nach Beispiel 2 


4,94 


4 


4,94 


6 


4,94 


7, 


4,94 


10 


4,94 


11 


<0,18 


12 


1,65 


13 


4,94 


24 


4,94 


26 


1,65 


27 


1,65 


Vergleich: Xylansulfat 


4,94 



55 

2. In vivo Versuche in der Maus mit Retrovlren 
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Da fur die HIV-lnfektion des Menschen kein uberzeugendes infektionsmodell bei Labortieren existiert, 
muB bei der PrUfung von Chemotherapeutika auf Infektionen mit anderen Retroviren zuruckgegriffen 
werden. Im vorliegenden Falle wurde die Infektion der Maus mit dem Friend Leukamie Virus gewahlt 

Normaie Labormause (NMRl = Naval Medical Research Institute) wurden durch intravenose Injektion 
mit Friend-Virus enthaltendem Mauseserum infiziert. Bei den unbehandelten Kontrolrtieren errtwickelt sich 
als Symptom der Infektion innerhalb von 2 Wochen bzw. 3 Wochen eine deutiiche Vergroflerung von Milz 
und Leber. Die Behandlung erfoigt uber 10 Tage bei irrtraperitonealer Applikation und Gber 16 Tage bei 
oraler Applikation der Testsubstanzen. Bei intraperitonealer Gabe der Testsubstanzen beginnt die Behand- 
lung 48 Stunden nach der Infektion, bei peroraler Gabe der Testsubstanz 4 Tage vor der Infektion. Am 14. 
Tag nach Infektion werden die Tlere durch Luxation der Halswirbel getotet und geoffnet. Die Milz wird 
entnommen und gewogen. Als Me/Jparameter der therapeutischen Wirksamkeit wird das Milzgewicht der 
behandelten Tiere mrt den der unbehandelten Infektionskontrolle in Relation gesetzt. 

Fur die orale Applikation werden die Prufsubstanzen in Trinkwasser gelost Alle 24 Stunden werden die 
Trinkwasserbehalter mit jeweils 100 ml Inhalt gewechselt. Aus dem taglich ermittelten Verbrauch an 
Trinkwasser pro Versuchskollektiv wird die durchschnittliche Dosismenge errechnet, die einer Maus pro 24 
Stunden appliziert wurde. 

Wahrend bei uninfizierten, ausgewachsenen Labormausen (20- 24 g Korpergewicht) die Milz weniger 
als 1 % des Korpergewichtes wiegt, erreicht bei infizierten Tieren die Milz am Ende des Versuchs etwa bis 
zu 10 % des Korpergewichtes. 

Als Vergleichspraparate dienen Suramin (= 3,3'-Ureylen-bis-(8-(3-benzamido-4-methylbenzamido)- 
naphthalin-1 ,3,5-trisulfonsaure|) bei intraperitonealer Gabe bzw. Pentosanpolysulfat bei intraperitonealer und 
oraler Gabe. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle 5 und 6 dargestellt. 

Tabelle 5 



FLV-Modeil der Maus 

Behandlungsbeginn: 2 Tage nach Infektion 
Behandlungsdauer: 10 Tage 
Virusverdunnung: 1:5.000 
Applikationsart i.p. 

Milzentnahme: 14 Tage nach Infektion 



Praparat 


Dosierung 


rel.Milzgewicht in % 


Anzahi 


Signifikanz 


Verbindung 


mg/Maus 


Korpergew. 


uberlebender 


(P) 


nach 








Mause n 


Kontroile 




6,41 


3,11 


10 


1,0000 


Suramin 


10x1,0 


4,96 


1.45 


10 


0,0985 


XS 


10x0,5 


5,67 


2,31 


9 


0,2883 


XS 


10x1,0 


5.07 


3,19 


6 


0,2141 


Bsp. 14 


10x0,1 


3,79 


1,50 


6 


0,0372 


Bsp. 13 


10x1,0 


2,95 


0,95 


5 


0,0156 


Bsp. 15 


10x1,0 


2,42 


1,00 


6 


0,0046 


Kontroile 




7.25 


2,91 


10 


1 ,0000 


Suramin 


10x0.1 


5,68 


2,57 


10 


0,1069 


XS 


10x0,5 


5,40 


1,53 


8 


0,0601 


XS 


10 x 1,0 


5,60 


2,62 


5 


0,1532 


Bsp. 16 


10x1.0 


454 


1,81 


10 


0,0223 


Bsp. 1 1 


10x1,0 


4,60 


1,83 


9 


0,0152 


Bsp. 17 


10x0,5 


3,79 


1,92 


9 


0,0038 



XS: Xylansulfat 



8 
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Tabelle 6 



TO 



T5 



20 



FLV-Modell der Maus 



Behandlungsbeginn: 4 Tage vor Infektion 
Behandlungsdauer: 16 Tage 
Virusverdunnung: 1 :5.000 
Applikationsart: oral uber das Trinkwasser 
Milzentnahme: 1 4 Tage nach Infektion 



Praparat 


Dosierung 


rel.Milzgewicht in % 


Anzah! 


Signifikanz 


Verbindung 


mg/Maus 


Korpergew. 


uberlebender 


(P) 


nach 








Mause n 




Kontrolle . 




7,34 


2,36 


9 


1,000 


XS 


16x49,0 


6,43 


3.25 


10 


0.2548 


Bsp. 18 


16x42,4 


4,54 


1.11 


10 


0,0019 


Bsp. 19 


16x22,3 


3,58 


2,05 


10 


0,0010 


Bsp. 20 


16x41,4 


5,91 


1,94 


10 


0,0835 


XS: Xylansulfat 



25 



3. Wirkung gegen VISNA- Virus in der Zellkultur 



30 



35 



40 



45 



Das VISNA-Vlrus und das HIV-Virus (Virus der humanen Immundefiziens) gehoren beide zu der 
Retrovirus-Subfamilie der Lentiviren (Haase AT. Nature (1986) 322, 130-136). Beide Viren weisen eine 
ahnliche Genomorganisation und ein gegenuber den anderen Retroviren komplexes Transkriptionsmuster 
auf (Sonijo P. et al., Cell (1985). 42 , 369 - 382; Davis J. L et al., Journal of Virology (1987) 61^ (5) 1325- 
1331). ~~ — 

Der VISNA-Virus-Test wird nach der Methode von O. Narayan et al.. Journal of Infectious Diseases 135 
, 5, 1977, 800-806 durchgefuhrt Dazu werden die erfindungsgema/ten Verbindungen im KuHurmediurrTin 
nicht zytotoxischer Konzerrtration in 96er Microtiterplatten verdunnt AnschlieBend werden Rbroblastenzellen 
vom Schaf (5x10* Zelien pro Napf) in Produktionsmedium zu jedem Napfchen zugefuhrt. Jedes Napfchen 
erhalt dann 50 ul einer VISNA-Viruslosung mit einem Titer von ca. 2,5 x 10* TCIDso (TCID = tissue culture 
infectious dosis). Diese vlrusdosis entspricht einer MOI (Multjpiizitat der Infektion) von ca. 0,05. 

Unter diesen Infektlonsbedingungen resultiert zwischen Tag 5 und Tag 10 in einer Infektionskontrolle 
ohne Substanz ein virusinduzierter. zytopathischer Effekt Die infizierten und behandelten Zellen und die 
Kontrollzellen werden 7 Tage bei 37* C und 5 % COz inkubiert 

Bei Auftreten des virusinduzierten zytopathogenen Effektes in der unbehandelten Viruskontrolle werden 
die Kulturen mit Formalin fixiert und anschlieflend mit einer Giemsa-Ldsung ge^rbL 

Die Wirkstarke wird in drei Stufen mit der Bedeutung T ca. 20 % Inhibition. "2 n ca. 70 - 80 % 
Inhibition und "3" vollstandige Inhibition der Virenvermehrung, gemessen an der Syncytien-Bildung, 
beurteiit 



55 
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Tabelle 7 



Wirkung gegen den VISNA-Virus 


Konz. 
(ill/ml) 


500 


250 


125 


62,5 


31,3. 


Verbindung 
nach 


Beispiei 1 


2 


2 


2 


2-1 


1 


Beispiel 2 


2-3 


2 


2 


2 


2-1 


Beispiei 3 


2 


2 


2 


2-1 


2-1 


Xylansulfat 


2 


2 


2 


2 


2 



4. Wirkung der substituierten Polysaccharide auf die Blutgerinnung 

Fur die Bewertung des Bnflusses der Substanzen auf den Gerinnungsablauf wird die Thrombinzeit (TZ) 
und die partielle Thrombinzeit (PTZ) bestimmt. Als Vergleichssubstanz wird Heparin herangezogen, und 
zwar in einer Konzentration von 6 lU/ml. Von den erfindungsgemaBen, substituterten Polysacchariden 
werden jeweils Konzentrationen eingesetzt, die gewichtsmaflig den 6 iU Heparin entsprechen. 

Die Substanzen werden abgewogen und in einer Konzentration von 6 mg/ml in einer physiologischen 
Salzlosung mit 1 % Albumin gelost. Davon werden jeweils 10 ul zu 1 ml Citratplasma gegeben. Nach 15 
Min. Inkubation bei Raumtemperatur werden TZ und PTZ bestimmt. I 

Die Ergebnisse der Versuche sind in Tabelle 8 aufgezeichnet Die Ergebnisse zeigen, da/J die 
erfindungsgemaflen substituierten Polysaccharide die Blutgerinnung weitaus weniger beeinfiussen als 
Heparin und Xylansulfat 

Tabelle 8 



Wirkung auf die Blutgerinnung 


Verbindung nach 


TZ 


PTZ 




(Sec.) 


(Sec.) 


Beispiei 21 


18,1 


61,5 


22 


19,4 


55,2 


23 


21,7 


72,4 


24 


24,9 


124,3 


25 


19,5 


67,2 


Xylansulfat* 


28,4 


400 


Heparin (6 lU/ml) 


400 


400 


Kontrolle 


18,3 


41,8 



Allgemeine Arbeitsvorschrift I: 

Alkyfierung und Suffatierung von Polysacchariden 

Das Kohlenhydrat wird in wasserfreiem DMSO ca. 5 %ig gelost und unter Ausschlufi von Sauerstoff 
(Stickstoff oder Argon- Atmosphare) mit den fur den gewunschten Veretherungsgrad notwendigen Mengen 
Kafiumhydroxid und Alkylbromid oder Alkyljodid (Verhaltnis Base zu Alkylierungsmittel 1,5:1) unter Erwar- 
mung 16 Stunden geruhrt Dann gibt man einen 1,5- bis 3-fachen OberschuB an Schwefeltrioxid-Pyridin- 
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Komplex zu (bezogen auf die freien OH-Gruppen) und sulfatiert weitere 3 Stunden bei 50 *C. Die Losung 
wird anschlieiSend im Vakuum eingeengt, der Ruckstand in Wasser aufgenommen und mit waflriger NaOH 
neutralisiert. Die Reinigung und Entsalzung erfolgt durch Ultrafiltration Ober eine geeignete Membran. 



5 

Allgemeine Arbeitsvorschrift II: 



Acylierung von Polysacchariden 

70 

in eine Losung der einzufGhrenden Carbonsaure in wasserfreiem DMSO wird bei 50 "C unter Ruhren 
portionsweise die aquimolare Menge N,N'-Carbonyldiimidazol (CDI) eingetragen, wobei das Entweichen von 
CO2 die Bildung des reaktiven Acylimidazols anzeigt. Man ruhrt noch eine Stunde bei 50 "C und fugt dann 
eine Losung des Polysaccharids in DMSO zu, wobei die Menge entsprechend dem gewunschten Vereste- 
is rungsgrad zu wahlen isL Die Reaktionsmischung wird 3 Stunden bei 50 "C belassen und anschlieSend im 
Vakuum eingeengt. 

Allgemeine Arbeitsvorschrift III: 

20 

Sulfatierung von Polysacchariden 

Das zu sulfatierende Polysaccharid wird in DMF aufgenommen und mit einem Oberschufl 
25 Schwefeltrioxid-Pyridin-Komplex (1,5-3 Aquivalente pro freier OH-Gruppe) 3 Stunden bei 50 "C sulfatiert. 
Nach dem Abziehen des Losungsmitteis nimmt man den Ruckstand in Wasser auf, neutralisiert mit NaOH 
und engt die Losung zur Entfernung von Pyridin und DMF nochmal ein. Der Ruckstand wird wieder in 
Wasser gelost und durch Ultrafiltration uber eine Membran mit geeigneter AusschluUgrenze von Salzen und 
Verunreinigungen befreit Das Retentat wird mit Phosphatpuffer pH 7, 2 Gew.-% bezogen auf die Trocken- 
30 substanz, versetzt und spruh- oder gefriergetrocknet. 

Beispiel 1 Propanoyl-xylansulfat, Na-Salz 



35 



40 



-X-B-Y = -O-C 

\ 



CH 2" CH 3 



Entsprechend AAV (allgemeiner Arbeitsvorschrift) II und III werden 5 ml (4,97 g, 67 mmol) Propionsaure 
und 11 g (67 mmol) N.N'-Carbonyldiimidazol (CDI) in 200 ml wasserfreiem DMSO mit 15 g (114 mmol) 
Xylan (Molgewicht M - 4.000 D) umgesetzt und anschliefiend mit 60 g (377 mmol) S0 3 -Pyridin-Komplex in 
45 300 ml abs. DMF sulfatiert. 

Nach Aufarbeitung, Reinigung und Gefriertrocknung erhalt man 26,7 g eines gelblichen amorphen 
Pulvers. 

Acylierungsgrad: 20 % der OH Gruppen (nach 13 C-NMR in D2O) 
Sulfatierungsgrad: 75 % der OH-Gruppen 
50 Analyse: 
26.7 % C 
4,5 % H 
12,9% S 

IR (KBr): 1740 cm" 1 (sst, Ester-CO) 
S5 ^ 3 C-NMR (D2O): 5 = 176 - 178 (rn, CO), 
95 - 103 (m, 01 ), 
69 - 79 (m, 02,3,4), 
56 - 64 (m, 05, CO-C H 2 ), 
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28.5 (s, CH 2 ), 9.2 ppm (s, CH 3 ). 

Aus dem Integral der Signale von CH 3 (9.2 ppm) und C-1 (95 -1 03 ppm) eines quantitativen 13 C-NMR 
(INVGAT-Methode) laBt sich der Acylierungsgrad bestimmen. 



Beispiel 2 Propanoyl-dextransulfat, Na-Salz, aus Dextran 6.000 D 

Entspechend AAV II und II! werden 9,2 ml (9,14 g, 123 mmol) Propionsaure und 20 g (123 mmol) GDI 
in 200 m! wasserfreiem DMSO mlt 20 g (123 mmol) Dextran (M ~ 6.000 D) umgesetzt und anschlie/tend in 
300 ml abs. DMF mit 100 g (630 mmol) S0 3 -Pyridin-Komplex sulfatiert 

'Nach Aufarbeitung, Reinigung und Trocknung erhalt man 35,9 g eines wei/ten; amorphen Pulvers. 
Acylierungsgrad: 29 % der OH-Gruppen (nach 13 C-NMR) 
Sulfatierungsgrad: 56 % 
Analyse: 
26,2 % C 
4,5 % H 
13,6 % S 

IR (KBr): 1742 cm" 1 (sst, Ester-CO) 
13 C-NMR (D 2 0): B = 177 (bs, CO), 
95.5 - 99.5 (m, C-1 ). 
65 - 80 (m, C-2,3,4,5,6, CO-C H 2 ). 
28 (s, CH 2 ), 8.7 ppm (s, CH 3 ). 



Beispiel 3 HexanoyWextransulfat, Na-Salz, aus Dextran 6.000 D 



Entsprechend AAV II und III werden 14 ml (13 g, 111 mmol) Hexansaure, 18.1 g (111 mmol) CDI, 20 g 
(123 mmol) Dextran (M -6.000 D) in 200 ml DMSO abs. umgesetzt, das Reaktionsprodukt anschlie/tend mit 
90 g (566 mmol) S0 3 -Pyridin-Komp!ex in 300 ml DMF abs. sulfatiert. 
Ausbeute: 44,2 g leicht gelbliches, amorphes Pulver 
Acylierungsgrad: 20 % der OH Gruppen (nach 13 C-NMR in D 2 0) 
Sulfatierungsgrad: 65 % 
Analyse: 
26.4 % C 
4,3 % H 
13,6 % S 

IR (KBr): 1740 cm" 1 (sst Ester-CO) 

13 C-NMR (D 2 0): S = 177.5 (bs, CO). 

97- 19.5 (m, C-1), 

66 - 79 (m, O2,3,4 f 5,6,C0-C H 2 ), 

33.5, 32L2, 25.6, 23.2 (s, 4 x CH 2 ), 5.0 ppm (s, CH 3 ). 



Beispiel 4 Dodecanoyl-dextransulfat, Na-Salz, aus Dextran 3.500 D 



-X-B-Y = -O-C 




(CH 2 ) 4 -CH 3 



= -o-c 




(CH 2 ) 10 -CH3 
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Entsprechend AAV II und III werden 14,8 g (0,074 mol) Dodecansaure, 12 g (0,074 mo!) CDI, 20 g 

(0,123 mol) Dextran (M -3.500) In 200 ml DMSO abs. umgesetzt und das Reaktionsprodukt mit 90 g (0,57 

mol) SOa-Pyridin-Komplex in 300 ml DMF abs. sulfatiert. 

Ausbeute: 42,3 g wei/tes, amorphes Pulver 
5 Acylierungsgrad: 6 % der OH-Gruppen (hach 13 C-NMR) 

Sulfatieaingsgrad: 83 % 

Analyse: 

21.3 %C 

3,1 % H 
io 17.3 % S 

IR (KBr): 1741 cm" 1 (s. Ester-CO) 

' 3 C-NMR (D 2 0): 5 = 177.3 (bs, CO), 

97-99(bs, C-1), 

66 - 78.5 (m, 02.3,4,5,6, CO-C H 2 ), 
75 35.5, 33.3, 31 .4, 26.0, 24.3 (s, 9 x CH 2 ). 15.5 ppm (s, CH 3 ). 



Beispiel 5 Dodecanoyl-xylansulfat, Na-Salz 

20 Entsprechend AAV II und III werden 9.1 g (0,045 mol) Dodecansaure, 7.36 g (0,045 mol) CDI, 15 g 

(0,114 mo!) Xylan in 200 ml DMSO abs. umgesetzt, das Reaktionsprodukt mit 60 g (0.38 mol) S0 3 -Pyridin- 

Komplex in 300 ml DMF abs. sulfatiert. 

Ausbeute: 30,5 g schwach braunliches amorphes Pulver 

Acylierungsgrad: 20 % der OH-Gruppen (nach 13 C-NMR) 
25 Sulfatierungsgrad: 72.5 % 

Analyse: 

30.4 % C 
4,4 % H 
12,0 % S 

30 IR (KBr): 1740 cm -1 (st, Ester-CO) 

13 C-NMR (D 2 0): 6 = 174 - 178.5 (bs, CO), 

94.5 - 106 (bs, C-1), 

57 - 83.5 (m, C-2,3,4,5, CO-C H 2 ), 

35.3, 33.4. 31.5, 26.0, 24.1 (bs, 9 x CH 2 ), 15.7 ppm (s, CH 3 ). 



Beispiel 6 Hexanoyl-dextransulfat, Na-Salz, aus Dextran 10.000 D 

Entsprechend AAV II und ill werden 1.1 ml (1.08 g, 9 mmol) Hexansaure, 1,5 g (9 mmol) CDI. 5 g (31 
40 mmol) Dextran (M -10.000D) in 50 ml abs. DMSO umgesetzt, das Reaktionsprodukt mit 30 g (189 mmol) 

S0 3 -Pyridin-Komplex in 100 ml abs. DMF sulfatiert. 

Ausbeute: 10,7 g weiBes amorphes Pulver 

Acylierungsgrad: 10 % der OH-Gruppen (nach 13 ONMR) 

Sulfatierungsgrad: 51 % 
45 Analyse: 

27.0 % C 
4.2 % H 

14.1 % S 

IR (KBr): 1738 crrr 1 (m, Ester-CO) 
50 13 C-NMR (DaO): 5 = 175.5 - 178 (m. CO), 
96 - 99 (m. C-1), 

66-81 (m. C = 2,3.4,5,6, CO-C H 2 ), 

35.7. 32.1, 25.5. 23.4 (s, 4 x CH 2 ), 15.0 ppm (s. CH 3 ). 

55 

Beispiel 7 Hexanoyl-dextransulfat. Na-Salz. aus Dextran 10.000 D 

Entsprechend AAV II und III werden 22. ml (2.16 g. 18 mmol) Hexansaure. 3,0 g (18 mmol) CDI. 5 g (31 

13 
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mmol) Dextran (M~1 0.000 D) in 50 ml abs. DMSO umgesetzt, das Reaktionsprodukt mit 30 g (189 mmol) 
SOa-Pyridin-Komplex in 100 ml DMF sulfatiert. 
Ausbeute: 11,8 g weifles, amorphes Pulver 
Acylierungsgrad: 20 % der OH-Gruppen (nach 13 ONMR) 
5 Sulfatierungsgrad: 57 % 
Analyse: 
29,1 % C 
4,3 % H 
13,8 % S 

io IR (KBr): 1740 cm" 1 (st, Ester-CO) 

13 C-NMR (D 2 0): 5 = 176 - 178.5 (bs, CO), 

96.5 - 99.5 (bs, 01 ), 

66 - 82 (m, C-2,3,4,5,6, CO-C H 2 ), 

35.6, 32.1 . 25.8, 23.5, (s, 4 x CH 2 ), 15.2 ppm (s, CH 3 ). 

75 

Beispiel 8 Hexanoyl-dextransulfat, Na-Salz, aus Dextran 10.000 D 

■ 

Entsprechend AAV II und 111 werden 5,8 ml (5,38 g, 46 mmol) Hexansaure, 7,5 g (46 mmol) CDI, 5 g (31 
20 mmol) Dextran (M~1 0.000 D) in 50 ml DMSO abs. umgesetzt, das Reaktionsprodukt anschlieflend mit 20 g 

(126 mmol) S0 3 -Pyridin-Komplex in 100 ml abs. DMF sulfatiert. 

Ausbeute: 12,2 g weitfes, amorphes Pulver 

Acylierungsgrad: 44 % der OH-Gruppen (nach 13 C-NMR) 

Sulfatierungsgrad: 50 % 
25 Analyse: 

33.6 % C 
5,2 % H 
9,7 % S 

IR (KBr): 1741 cm" 1 (sst, Ester-CO) 
30 13 C-NMR (D 2 0): 5 = 172.5 - 179 (m, CO), 
96.2-99.7 (m, C-1), 
65 - 79 (m, C-2,3,4,5.6, CO-C H 2 ), 
35.6. 32.2, 25.7, 23.8 (s, 4 x CH 2 ), 14.8 ppm (s, CH 3 ). 



35 



40 



Beispiel 9 Hexadecanoyldextransulfat, Na-Salz, aus Dextran 6.000 D 



-X-B-Y = -O-C^ 



<CH 2 ) 14 -CH 3 



45 Entsprechend AAV II und ill werden 1,9 g (7,4 mmol) Hexadecansaure, 1,2 g (7,4 mmol) CDI, 2 g (12,3 

mmol) Dextran (M-6.000 D) in 20 ml DMSO abs. umgesetzt, das Reaktionsprodukt anschlieflend mit 10 g 

(63 mrhol) S0 3 -Pyridin-Komp!ex in 100 ml DMF abs. sulfatiert 

Ausbeute: 4,3 g weiBes, amorphes Puh/er 

Acylierungsgrad: 20 % der OH-Gruppen (nach 13 ONMR) 
50 Sulfatierungsgrad: 70 % 

Analyse: 

26,9 % C 

4,8 % H 

12,6 % S 

55 IR (KBr): 1740 cm~' (st, Ester-CO), 
2860, 2930 cnr 1 (st, CH*) 
13 ONMR (DzO): 5 = 174 - 179.5 (m, CO), 
98.5- 100.5 (m, C-1), 
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62 - 83 (m, C-2,3,4,5,6, CO-C H 2 ), 

39.0, 34.9, 32.8, 25.5 (bs, 14 x CH 2 ), 16.8 ppm <s, CH 3 ). 



5 Beispiel 10 DcMjecanoyldextransulfat, Na-Salz, aus Dextran 6.000 D 

Entsprechend AAV II und 111 werden 15 g (75 mmol) Dodecansaure, 12 g (75 mmol) CDI, 20 g (123 

mmol) Dextran (M-6.000 D) In 200 ml DMSO abs. umgesetzt, das Reaktionsprodukt mlt 90 g (566 mmol) 

S03-Pyridin-Komplex in 300 ml DMF abs. sulfatiert. 
70 Ausbeute: 47,4 g schwach gelbliches amorphes Pulver 

Acylierungsgrad: 20 % der OH-Gruppen (nach 13 C-NMR) 

Sulfatierungsgrad: ; 48 % 

IR (KBr): 1740 cm" 1 (m, Ester-CO) 

13 C-NMR (D 2 0): 5 = 175.5 - 180 (m, CO), 
15 97- 100.5 (m, C-1), 

65.5 - 79.5 (m, C-2,3,4,5,6, CO-C H 2 ), 

35.6, 33.8, 31.0, 26.2, 24.0 (bs, 10 x CH 2 ), 15.5 ppm (s. CH 3 ). 



20 Beispiel 11 Hexanoyldextransulfat, Na-Salz, aus Dextran 6.000 D 

Acylierungsgrad: 14 % der OH-Gruppen (nach 13 C-NMR) 
Sulfatierungsgrad: 66 % 
Analyse: 
25 22,9 % C 
3,9 % H 
14,1 % S 



30 Beispiel 12 Propanoyldextransulfat, Na-Salz, aus Dextran 6.000 D 

Acylierungsgrad: 22 % der OH-Gruppen 
Sulfatierungsgrad: 59 % 
Analyse: 
35 23,7 % C 
4,0 % H 
13.9% S 



40 Beispiel 13 Hexanoylxytansulfat, Na-Salz 

Acylierungsgrad: 25 % der OH-Gruppen 
Sulfatierungsgrad: 70 % 
Analyse: 
45 24,5 % C 
2,8 % H 
13.8 % S 



so Beispiel 14 [(1 I 3-DHsopropoxyl)-propyl-2-oxy-carbonylhpropanoyl-dextransuIfat, Na-Saiz, aus Dextran 
10.000 D 



15 



EP 0 406 685 A1 



O yO CH 3 



-X-B-Y = - O- C- CH 2 - CH 2 - C CH 2 -0-CH 



\ I 



CH 3 



10 



O-CH 

1 ^3 
CH 2 -0-CH 

Ah 3 



Acylierungsgrad: 10 % der OH-Gnjppen 
75 Sulfatierungsgrad: 66 % 
Analyse: 
25,0 % C 
4,1 % H 
13,3 % S 

20 

Beispiel 15 Hexanoyl-dextransulfat Na-Salz, aus hydriertem Dextran 3.500 D 

Acylierungsgrad: 20 % der OH-Gruppen 
25 Sulfatierungsgrad: 78 % 
Analyse: 

23.8 % C 
3,4 % H 

15.9 % S 

30 

Beispiel 16 Propanoyldextransulfat, Na-Salz, aus Dextran 10.000 D 

Acylierungsgrad: 38 % der OH-Gruppen 
35 Sulfatierungsgrad: 53 % 
Analyse: 
24,7 % C 

4.0 % H ' 
11,2 %S 

40 

Beispiel 17 Hexanoyldextransulfat, Na-Saiz, aus Dextran 20.000 D 

Acylierungsgrad: 8 % der OH-Gruppen 
45 Sulfatierungsgrad: 55 % 
Analyse: 
27,2 % C 

3.1 % H 
16,0 % S 

so 

Beispiel 18 Propanoyldextransulfat, Na-Salz, aus Dextran 3.500 D 

Acylierungsgrad: 21 % der OH-Gruppen 
55 Sulfatierungsgrad: 65 % 
Analyse: 
23.0 % C 
4,1 % H 
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15,2 % S 



Beispiel 19 Dodecanoyldextransulfat, Na-Salz, aus Dextran 10.000 D 

5 

Acylierungsgrad: 17 % der OH-Gruppen 
Sulfatierungsgrad: 80 % 
Analyse: 
25,9 % C 
70 4,6 % H 
14,6 % S 



Beispiel 20 Hexanoylxylansulfat, Na-Salz 

75 

Acylierungsgrad: 10 % der OH-Gruppen 
Sulfatierungsgrad: 78 % 
Analyse: 
21 ,7 % C 
20 3,9 % H 
14,6 %S 



Beispiel 21 Propanoylxylansulfat, Na-Salz 

25 

Acylierungsgrad: 20 % der OH-Gruppen 
Sulfatierungsgrad: 72 % 
Analyse: 
22,5 % C 
30 3,1 % H 
12,7 % S 



Beispiel 22 Propanoylxylansulfat, Na-Salz 

35 

Acylierungsgrad: 39 % der OH-Gruppen 
Sulfatierungsgrad: 54 % 
Analyse: 
26,6 % C 
40 3,5 % H 
10,4% S 



Beispiel 23 Hexanoylxylansulfat Na-Salz 

45 

Acylierungsgrad: 16 % der OH-Gruppen 
Sulfatierungsgrad: 56 % 
Analyse: 
26,65 % C 
so 3,65 % H 
11,4% S 



Beispiel 24 Dodecanoyixylansulfat, Na-Salz 

55 

Acylierungsgrad: 12 % der OH-Gruppen 
Sulfatierungsgrad: 81 % 
Analyse: 
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24,5 % C 
3,7 % H 
13,4 % S 



Beispiel 25 Hexadecanoylxylansuifat, Na-Salz 

20 g (152 mmol) Xylan werden in 200 ml wasserfreiem DMSO entsprechend AAV I! mit 15,5 g (60.5 
mmol) Palmitinsaure und 9,8 g (60.5 mmol) N.N'-Carbonyldiimidazol 3 Stunden bei 70 °C umgesetzt Das 
w Losungsmittel wird anschlieBend im Vakuum abgezogen und der Ruckstand entsprechend AAV III in 200 ml 
DMF mit 80 g (0.5 mol) Schwefeltrioxid-Pyridin-Komplex 3 Stunden bei 50* C sulfatiert. 

Nach Aufarbeitung, Ultrafiltration und Gefriertrocknung erhalt man 46,2 g eines gelblichen, amorphen 
Pulvers. 

Acylierungsgrad: 20 % der OH-Gruppen 
ts Sulfatierungsgrad: 50 % 
Analyse: 
38,65 % C 
5,95 % H 
9,1 % S 

20 IR (KBr): 1742 cm" 1 (sst, Ester-CO) 

13 C-NMR (D 2 0): 5 = 171-178.5 (m, CO), 

92.5-100.5 (m, C-1), 

47-81 (m, C-2,3,4,5, CO-C H 2 ), 

34.1, 31.8, 26.5, 24.4 (m, _ 14 x CH 2 ). 15.2 ppm (s, CH 3 ). 



Beispie! 26 Hexyldextransulfat, Na-Salz, aus hydriertem Dextran 6.500 D 
-X-B-Y = -0-(CH 2 )5-CH 3 

30 Entsprechend AAV I werden 5 g hydriertes Dextran (M - 6.500 D) in 100 ml wasserfreiem DMSO 
gelost und mit 1,2 g gepulvertem Natriumhydroxid und 3,9 ml 1-Bromhexan (entsprechend 30 % eq. 
bezogen auf die OH-Gruppen) unter Stickstoffatmosphare 8 Stunden bei 50 *C umgesetzt. Anschiiefiend 
gibt man unter kraftigem Ruhren 22 g Schwefeltrioxid-Pyridin-Komplex zu und sulfatiert 3 Stunden bei 
50 C. Nach Aufarbeitung, Ultrafiltration und Gefriertrocknung erhalt man 8,9 g eines gelblichen, amorphen 

35 Pulvers. 

Alkyiierungsgrad: 12 % der OH-Gruppen 
Sulfatierungsgrad: 83 % 
Analyse: 
20,1 % C 
40 2,9 % H 
16,4 % S 

13 ONMR (D 2 0): 6. = 97 - 99.5 (m, C-1), 

65.5- 81 (m, C-2,3,4,5,6, 0-CH 2 ), 

32.4, 30.7, 26.3, 23.5 (4s, 4 x CH 2 ) 15.1 ppm (s, CH 3) . 

45 

Beispiel 27 Butyldextransuffat, Na-Salz, aus Dextran 10.000 D 
-X-B-Y = -0-(CH 2 ) 3 -CH 3 

so Entsprechend allgemeiner Arbertsvorschrift I werden 5 g Dextran (M - 10.000 D) in 100 ml DMSO abs. 

unter Stickstoffatmosphare mit 2 ml 1-Brombutan und 1 g gepulvertem Kaliumhydroxid 8 Stunden bei 50* C 

umgesetzt AnschlieBend wird 3 Stunden bei 50* C mit 22 g Schwefertrioxid-Pyridin-Komplex sulfatiert. 

Nach Aufarbeitung, Reinigung und Gefriertrocknung erhalt man 8,1 g eines schwach geiblich gefarbten, 

amorphen Pulvers. 
55 Alkyiierungsgrad: 8 % der OH-Gruppen 

Sulfatierungsgrad: 72 % 

Analyse: 

20,1 % C 
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3,1 % H 
16,8 % S 

13 C-NMR (D 2 0): 6 .= 982 - 99.5 (m, C-1), 
65.5 - 84.5 (m. 02,3,4,5,6, 0-CH 2 ), 
5 332, 20.5 (bs, 2 x (CH 2 ), 15.3 ppm (bs, CH 3 ). 



Beispiel 28 Octyldextransulfat, Na-Salz, aus Dextran 10.000 D 

70 -X-B-Y = -0-(CH 2 )7-CH 3 

Entsprechend allgemeiner Arbeitsvorschrift I werden 5 g Dextran (M ~ 10.000 D) mit 3,4 ml 1-Jodoctan 
und 1 g gepulvertem NaOH unter Stickstoff umgesetzt und anschlieflend mit 22 g Schwefeltrioxid-Pyridin- 
Komplex sutfatiert. 

Ausbeute: 10,2 g hellbraunliches amorphes Pulver 
rs Alkylierungsgrad: 7 % der OH-Gruppen 

Sulfatierungsgrad:89 % 

Analyse: 

18,7 %C 

2,7 % H 
20 17,6 %S 

13 ONMR (D 2 0): 5 = 96.5 - 99.5 (m, C-1), 

67 - 78.5 (m, C-2,3,4,5,6, 0-CH 2 ), 

33.6, 31.0, 27.5, 24.2 (bs, 6 x CH 2 ). 15.8 ppm (s, CH 3 ). 

25 

Beispiel 29 Hexyldextransuifat, Na-Salz, aus hydriertem Dextran 6.500 D 

Entsprechend allgemeiner Arbeitsvorschrift I werden 5 g hydriertes Dextran (M - 6.500 D) in 100 ml 

DMSO abs. mit 5,2 ml 1-Bromhexan und 1,6 g gepulvertem Natriumhydroxid unter Stickstoffatmopshare 
30 umgesetzt und anschlieflend mit 22 g Schwefeltrioxid-Pyridin-Komplex sulfatiert. 

Ausbeute: 8,8 g beiges amorphes Pulver 

Alkylierungsgrad: 7 % der OH-Gruppen 

Su!fatierungsgrad:80 % 

Analyse: 
35 18,3 % C 
. 2,9 % H 

16.1 % S 

13 ONMR (D 2 0): 5 = 98.5 (bs, C-1). 
67.0 - 80.5 (m, C-2,3,4,5,6; 0-CH 2 ), 
40 32.5, 30.5, 26.2, 23.8 (bs, 4 x CH 2 ). 14.9 ppm (bs, CH 3 ). 



Beispiel 30 Hexyldextransuifat, Na-Salz , aus hydriertem Dextran 10.000 D 

45 Entsprechend allgemeiner Arbeitsvorschrift I werden 5 g hydriertes Dextran (M - 6.500 D) in 100 ml 

wasserfrelem DMSO mit 7,8 ml 1-Bromhexan und 2,4 g Natriumhydroxid unter Stickstoffatmosphare bei 

70 * C umgesetzt und anschlieflend mit 22 g Schwef etoioxid-Py ridrn-Komplex sulfatiert. 

Ausbeute: 7,2 g eines braunlichen, amorphen Pulvers 

Alkylierungsgrad: 17 % der OH-Gruppen 
so Surfatierungsgrad:64 % 

Analyse: 

26,7 % C 

3,9 % H 

15,2 % S 

55 13 ONMR (D 2 0): = 97.2 - 99.5 (m, C-1), 
66.0 - 80.5 (m, C-2,3,4,5,6, OCH 2 ), 
32.5, 30.7, 26.2, 23.9 (bs, 4 x CH 2 ), 15.0 ppm (s, CH 3 ). 
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Anspriiche 

1. Substituierte Polysaccharide, die linear oder verzweigt sein konnen, bestehend aus einheitlichen Oder 
unterschiedlichen naturiichen oder synthetischen Monomeren, und pro Monomereinheit auch eine substitu- 
ierte oder unsubstituierte Aminogruppen enthalten konnen und deren OH-Gruppen durchschnrttiich zwi- 
schen 5 und 80 % substituiert sind mit einer Gruppe der Formel -X-B-Y, wobei 
X eine Oxygruppe oder eine Gruppe der Formel I bedeutet 




O- 



deren Kohlenstoffatom an B gebunden ist, 

B einen nicht-aromatischen Kohlenwasserstoffrest mit 2 bis 30 C-Atomen bedeutet, in dessen Alkylkette bis 
zu 3 Methyleneinheiten durch Oxygruppen ersetzt sein konnen, in der bis zu drei C-C-Doppelbindungen 
vorliegen konnen und der substituiert sein kann mit bis zu drei Ci-C*-A!kylresten und 

Y - falls X eine Oxygruppe ist - Wasserstoff, COOR, OSO3R 1 sein kann, worin R ein physiologisch 
vertragliches ein- oder zweiwertiges Kation ist, oder einen Kohlenwasserstoffrest mit bis zu 20 C-Atomen 
oder einen Mono- oder Bisetherrest mit 3 bis 10 C-Atomen darstellt 

R 1 ein physiologisch vertragliches Kation darstellt oder 

Y - falls X ein Rest der Formel I ist - Wasserstoff oder COOR darstellt, worin R die obengenannten 
Bedeutungen hat 

und wobei die OH-Gruppen der obengenannten Polysaccharide zwischen 10 und 95 % substituiert sind mit 
einer Gruppe der Formel OSOaM, wobei M ein physiologisch vertragliches Kation darstellt und zwischen 0 
und 40 % der OH-Gruppen unsubstituiert sind mit der Ausnahme der Palmitinsaureester von Chondroitin- 
sulfat und Laurinsaureester von Dextransurfat 

2. Substituierte Polysaccharide gemaB Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet da/5 X eine Oxygruppe ist und 

Y Wasserstoff. COOR, OSO3R 1 sein kann, worin R ein physiologisch vertragliches Kation ist oder einen 
Kohlenwasserstoffrest mit bis zu 20 C-Atomen darstellt und R1 ein physiologisch vertragliches Kation 
darstellt 

3. Substituierte Polysaccharide gemaB Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB X eine Gruppe der Formel 
I ist und Y Wasserstoff oder COOR darstellt, wobei R die genannten Bedeutungen besitzt 

4. Substituierte Polysaccharide gemaB einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeich- 
net, daB das Polysaccharidgerust aus einheitlichen oder verschiedenen Monomereinheiten, ausgewahlt aus 
der folgenden Gruppe von Verbindungen aufgebaut ist bzw. aus folgenden Verbindungen besteht Xylose, 
Arabinose, Rhamnose, Fucose, Glucose, Mannose, Galactose, Fructose, Glucosamin, Galactosamin, Manno- 
samin, Glucuronsaure, Galacturonsaure, Mannuronsaure, Carragenane, Fucoidan, Laminaran, Alginat, Lenti- 
nan, Pluran, Xylan, Dextran, Heparin, Keratansutfat, Chondroitin-4- und -B-suifat, Dermatansulfat, Heparinsul- 
fat, Hyaluronsaure, Teichuronsaure sowie Teilhydrolysate von Starke, Cellulose, Glycogen, Chitin oder 
Pektin. 

5. Substituierte Polysaccharide gemaB einem oder mehreren der Anspruche 1-4, dadurch gekennzeichnet, 
daB sie ein mittleres Molekulargewicht von bis zu 100 KD aufweisen. 

6. Substituierte Polysaccharide gemaB einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeich- 
net, daB das Polysaccharidgerust aus Xylan oder Dextran mit einem mrttleren Molekulargewicht von 1000 
bis 22000 besteht 

7. Verfahren zur Herstellung von substituierten Polysaccharide^ in denen X eine Oxygruppe ist gemaB 
einem oder mehreren der Anspruche 1, 2 oder 4 bis 6, dadurch gekennzeichnet daB die Polysaccharide 
urrter basischer Katafyse mit einem Alkylhalogenid oder einem c^Halogencarbonsauresalz partiell verethert 
werden und anschlieBend direkt oder nach Alkoxylierung ganz oder teilweise sulfatiert werden. 

8. Verfahren zur Herstellung von substituierten Polysaccharides in denen X eine Gruppe der Formel I ist 
gemaB einem oder mehreren der Anspnlche 1, 3 oder 4 bis 6, dadurch gekennzeichnet daB die 
Polysaccharide mit Carbonsauren oder Carbonsaurederivaten partiell acyliert werden und die verbleibenden 
OH-Gruppen der Polysaccharide ganz oder teilweise sulfatiert werden. 

9. Verwendung von substituierten Polysacchariden gemaB einem oder mehreren der vorausgehenden 
Anspriiche, wobei die Palmitinsaureester von Chondroitinsulfat und die Laurinsaureester von Dextransulfat 
nicht ausgenommen sind, zur Bekampfung von Krankheiten, die durch Viren hervorgerufen werden, 



20 



•'I 



35 



40 



45 



50 



■55 



EP 0 406 685 A1 



insbesondere von Krankheiten, die durch das HIV hervorgerufen werden. 

10. Arzneimittel gekennzeichnet durch einen Gehalt an Verbindungen gemafl Anspruch 1. 

11. Arzneimittel, gekennzeichnet durch einen Gehalt an Verbindungen gemaB einem oder mehreren der 
vorausgehenden Anspruche zur Bekampfung von Viruserkrankungen, insbesondere zur Bekampfung von 

5 Krankheiten hervorgerufen durch das HIV. 

12. Verwendung von Verbindungen gema/3 einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 6 zur Herstellung von 
Arzneimitteln zur Bekampfung von Viruserkrankungen, insbesondere zur Bekampfung von Krankheiten, 
hervorgerufen durch das HIV. 

13. Verfahren zur Behandlung von Viruserkrankungen, dadurch gekennzeichnet, da/? man eine oder mehrere 
70 Verbindungen gemaB einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 6 verabreicht. 

14. Verfahren zur Herstellung von Arzneimitteln zur Bekampfung von Viruserkrankungen, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB eine oder mehrere Verbindung(en) gema/3 einem oder mehreren der AnsprGche 1 - 6 mit 
geeigneten Hilfs- und/oder Tragerstoffen in eine geeignete Darreichungsform gebracht wird. 

75 Patentanspruche fur folgende Vertragsstaaten: ES, GR 

1. Verfahren zur Herstellung von substituierten Polysaccharides die linear oder verzweigt sein konnen, 
bestehend aus einheitlichen oder unterschiedlichen natiirlichen oder synthetischen Monomeren, und pro 
Monomereinheit auch eine substituierte oder unsubstituierte Aminogruppen enthalten konnen und deren 

20 OH-Gruppen durchschnittlich zwischen 5 und 80 % substituiert sind mit einer Gruppe der Formel -X-B-Y, 
wobei 

X eine Oxygruppe oder eine Gruppe der Formel I bedeutet 

- O 

-cf (I) 

30 deren Kohlenstoffatom an B gebunden ist, 

B einen nicht-aromatischen Kohlenwasserstoffrest mit 2 bis 30 OAtomen bedeutet, in dessen Alkylkette 
bis zu 3 Methyleneinheiten durch Oxygruppen ersetzt sein konnen, in der bis zu drei C-C-Doppelbindungen 
vorliegen konnen und der substituiert sein kann mit bis zu drei Ci-C4-Alkylresten und 

Y - falls X eine Oxygruppe ist - Wasserstoff, COOR. OSO3R 1 sein kann. worin R ein physiologisch 
vertragliches ein- oder zweiwertiges Kation ist, oder einen Kohlenwasserstoffrest mit bis zu 20 C-Atomen 
oder einen Mono- oder Bisetherrest mit 3 bis 10 C-Atomen darstellt, 
R 1 ein physiologisch vertragliches Kation darstellt oder 

Y - falls X ein Rest der Formel I ist - Wasserstoff oder COOR darstellt, worin R die obengenannten 
Bedeutungen hat 

und wobei die OH-Gruppen der obengenannten Polysaccharide zwischen 10 und 95 % substituiert sind mit 
einer Gruppe der Formel OSOaM, wobei M ein physiologisch vertragliches Kation darstellt und zwischen 0 
und 40 % der OH-Gruppen unsubstituiert sind mit der Ausnahme der Palmitinsaureester von Chondroitin- 
sulfat und Laurinsaureester von Dextransuifat, dadurch gekennzeichnet, daB zur Herstellung von substituier- 
ten Polysacchariden , in denen X eine Oxygruppe ist, die Polysaccharide unter basischer Katalyse mit 
einem Alkylhalogenid oder einem ©-Halogencarbonsauresalz partiell verethert werden und anschlieBend 
direkt oder nach Alkoxylierung ganz oder teilweise sulfatiert werden oder zur Herstellung von substituierten 
Polysacchariden, in denen X eine Gruppe der Formel I ist, die Polysaccharide mit Carbpnsauren oder 
Carbonsaurederivaten partiell acyliert werden und die verbleibenden OH-Gruppen der Polysaccharide ganz 
oder teilweise sulfatiert werden. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB X eine Oxygruppe ist und Y Wasserstoff, 
COOR. OSO3R 1 sein kann, worin R ein physiologisch vertragliches Kation ist oder einen Kohlenwasserstoff- 
rest mit bis zu 20 C-Atomen darstellt und Ri ein physiologisch vertragliches Kation darstellt 

3. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB X eine Gruppe der Formel I ist und Y 
Wasserstoff oder COOR darstellt, wobei R die genannten Bedeutungen besrtzt 

4. Verfahren gemaB einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Poiysaccharidgerust aus einheitlichen oder verschiedenen Monomereinheiten, ausgewahlt aus der folgen- 
den Gruppe von Verbindungen aufgebaut ist bzw. aus folgenden Verbindungen besteht Xylose, Arabinose, 
Rhamnose, Fucose, Glucose, Mannose, Galactose, Fructose, Giucosamin, Galactosamin, Mannosamin, 
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Glucuronsaure, Galacturonsaure, Mannuronsaure, Carragenane, Fucoidan, Laminaran. Alginat, Lentinan, 
Pluran, Xylan, Dextran, Heparin, Keratansulfat, Chondroitin-4- und -6-suifat, Dermatansulfat. Heparinsuifat 
HyaJuronsaure, Teichuronsaure sowie Teilhydrolysate von Starke, Cellulose, Glycogen, Chitin oder Pektin. 

5. Verfahren gema/3 einem oder mehreren der AnsprUche 1 - 4, dadurch gekennzeichnet, daJ3 die 
5 Polysaccharide ein mittieres Molekulargewicht von bis zu 100 KD aufwelsen. 

6. Verfahren gemaB einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB das 
PolysaccharidgerOst aus Xylan oder Dextran mit einem mlttleren Molekulargewicht von 1 000 D bis 22000 D 
besteht 

7. Verwendung von substituierten Polysacchariden gemafl einem oder mehreren der vorausgehenden 
io Anspruche, wobei die Palmitinsaureester von Chondroitinsulfat und die Laurinsaureester von Dextransulfat 

nicht ausgenommen sind, zur Bekampfung von Krankheiten, die durch Viren hervorgerufen werden, 
insbesondere von Krankheiten, die durch das HIV hervorgerufen werden. 

8. Arzneimittel gekennzeichnet durch einen Gehalt an Verbindungen hergestellt gema/3 Anspruch 1 . 

9. Arzneimittel, gekennzeichnet durch einen Gehalt an Verbindungen, hergestellt gemafl einem oder 
75 mehreren der vorausgehenden Anspruche, zur Bekampfung yon Viruserkrankungen, insbesondere zur 

Bekampfung von Krankheiten hervorgerufen durch das HIV. 

10. Verwendung von Verbindungen, hergestellt gemafl einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 6, zur 
Herstellung von Arzneimitteln zur Bekampfung von Viruserkrankungen, insbesondere zur Bekampfung von 
Krankheiten, hervorgerufen durch das HIV. 

20 11. Verfahren zur Behandlung von Viruserkrankungen, dadurch gekennzeichnet, da/3 man eine oder mehrere 
Verbindungen, hergestellt gemafl einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 6, verabreicht. 
12. Verfahren zur Herstellung von Arzneimitteln zur Bekampfung von Viruserkrankungen, dadurch gekenn- 
zeichnet, da/3 eine oder mehrere Verbindung(en), hergestellt gema/3 einem oder mehreren der Anspruche 1 
-6 mit geeigneten Hilts- und/oder Tragerstoffen in eine geeignete Darreichungsform gebracht wird. 
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